Saye 第 4 期 动 物 学 


198746114 ZOOLOGICAL RESEARCH 


研 究 


Vol.8, No. 4 
MUY., 1987 








青鱼 Mylopharyngodon piceus 出 血 


病 的 初步 研究 


ETE HAX tke MRE FAD YAS 


CLA K REO 


x W 


i 


上海 市 水 产 技术 推广 站 ) 


AHA ARAEPARRE RHEL, XE Leu de. PASE M ER, THRE HK 
Hy J E2076 Jc di HR XE60— 9026, PHM TRA 98.9800. WA AE, PK 
(PCS (HEH 563 ROCK). MAE, BO. RAL ARR ROR RR RM MK P3 feo 一 
aR, EEKAN. BH, VARA Sr E LES e HR ER. 


p 


RAR 青鱼 出 血 病 we 


前 


= 
= 
R 


青鱼 出 应 病 一 般 流 行 于 江苏 、 浙 江 及 上 海 市 郊 等 地 ， 特 别 在 饲养 青鱼 有 米 久 历史 的 
江苏 ， 该 病 更 为 严重 ， 通 常 青 色 的 成 活 率 只 有 20% 左 右 。 因 此 ， 每 年 青鱼 发 病 季节 ， 养 
殖 技工 便 东 手 无 策 。 由 于 二 龄 青鱼 多 病 ， 成 活 率 又 低 ， 所 以 有 些 养 鱼 场 不 愿 饲养 青鱼 ， 


致使 青鱼 产量 下 降 。 


HERETER, EW (1956, 1958) 兽 作 过 青鱼 病 的 研究 。 近 几 年 来 ， 随 着 


* 本 工作 得 到 松江 、 章 请 、 人 多 山 号 的 大 力 支 持 ; BRAT RERIF RRO SRKSERKASAE, 
上 海 第 二 医学 院 朱 建国 等 同志 ， 上 海 市 卫生 启 测 试 站 钱 溢 怀 、 奢 和 邯 英 同志 完成 ; PRASRARE HHH 
所 永和 兽 序 副 研 究 员 、 张 暂 夫 同志 ， 中 国 科学 院 上 海 昆虫 研究 所 尹 文 英 研 究 册 ， 中 山大 学 徐 豪 、 马 洪 库 副 教 
HES THAME 宁 岳 钱 公 感 、 训 思平 同志 协助 艇 了 部 分 试验 ， 程 洪 迪 了 问 志 泥 成 相片 。 特 此 一 并 数 谢 。 


本 文 1986 年 R H26Fl iz 8j, 19867E11 H IO H IE LER PCTÁ. 
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青鱼 养殖 的 发 展 ， 孙 建 中 等 〈1981) 、 王 精 豹 等 (1982， 青 鱼 出 血 病 的 初步 研究 。 鱼 病 
简讯 ， 第 3 期 ) . ATER (1982) 对 青鱼 病 也 作 了 不 园 程度 的 研究 ， 但 他 们 均 未 确证 
青鱼 出 血 病 是 病毒 所 引起 。 | 

关于 鱼 类 病毒 病 的 研究 ， 国 外 早 在 五 十 年 代 就 开始 了 。 据 Wolf 和 Mann(1980) {R 
道 ， 国 外 已 有 32 种 鱼 类 病毒 病 ， 其 中 已 分 离 到 的 就 有 17 种 ， 还 有 15 种 病毒 病 只 在 透射 电 
镜 中 观察 到 。 这 些 病毒 大 多 数 是 属于 冷水 性 或 海产 鱼 类 的 ， 只 有 少数 才 属 于 谈 水 R 
的 。 直 至 月 前 为 止 ， 未 见 国 内 、 外 关于 青鱼 出 血 病 是 由 病毒 而 引起 的 报道 。 

本 文 仅 就 几 年 来 的 试验 结果 作 如 下 初步 报道 。 


材料 和 方法 


1, 健 康 材料 鱼 来 源 。 室内 试验 ， 试 验 前 将 鱼 种 《1 或 2 龄 从 池 中 撒 出 后 暂 养 于 
室内 ， 经 几 天 观察 认为 正常 时 才 开 始 试验 。 

室外 试验 ， 放 养 二 龄 青鱼 时 ， 采 用 人 金属 连续 注射 器 将 鱼 逐 尾 进行 腹腔 免疫 注射 ， 年 
Wi i SE TT RR 

2, 痪 原材料 NSARM RMIT, BIT. BL RSE 
后 ， 置 于 50% 磷酸 缓 冲 甘 油 中 ， 在 - 4°C 或 4°C 的 冰箱 中 保存 备用 。 

3. 病 原 最 液 制备 。 取出 甘油 保存 的 材料 ， 以 无 菌 的 0.65% 氧 化 钠 深 液 尘 3 一 4 
次 〈 如 系 新 鲜 病 鱼 材料 ， 则 直接 加 入 0.65% 握 化 钠 溶液 ) 使 成 10% (107 2 BERE, RAE 
本 上 按 中 国 科学 院 水 生生 物 研究 所 三 室 病 毒 组 〈1978) 和 iAmend 等 (1973) 的 方法 ， 
但 稍 有 改变 ， 增 加 离心 速度 和 时 间 〈 每 分 钟 3000 转 ， 离 心 30 分 钟 ) 。 同 时 加 入 的 HB 
素 、 链 舍 索 也 稍为 加 大 ， 前 者 为 800 一 1000 国 际 单位 /毫升 ， 后 者 为 800 一 1000 微 克 / 毫 
升 ， 室 温 处 理 2 小 时 。 此 毒 原 供 感染 用 。 另 一 种 是 将 上 清 液 通过 0。22 一 0.3 微 米 孔 径 的 
被 孔 滤 膜 除 菌 后 供 青 鱼 腹腔 注射 和 浸泡 感染 用 。 

4. 疲 苗 制 备 。 ”基本 上 按 高 汉 娇 等 草鱼 出 血 病 疫苗 制备 方法 《和 鱼 病 简讯 ，1980 年 第 
3 期 ) ， 但 稍 有 改变 。 青 霉 素 为 1000 国 际 单位 /毫升 ， 链 霉 素 为 1000 微 克 /毫升 ， 同 时 在 
组 织 的 防 后 放 入 冰箱 中 过 夜 ， 第 二 天 再 充分 搅拌 ， 促 使 细胞 破碎 释放 出 病毒 。 

灭 活 后 的 疫苗 都 必须 做 安全 试验 和 效果 试验 。 

SEBRAE “注射 感染 ， 按 每 尾 鱼 从 腹腔 注入 0.1 一 0.2 毫 升 的 10-! 或 10- “浓度 的 
y BK. | 

浸泡 感染 ， 将 鱼 浸 泡 在 10- REN BEREIT S049. BERBE 在 水 温 
CURR, HRA, MARRS RRS. 

6. EERE — TO. SAORI RTL AOR C107 ! 浓 
BE) 以 每 尾 0.2 毫 升 进行 腹腔 注射 ， 注 射 后 的 鱼 饲 养 在 水 温 '28"C 的 试验 负 中 。 待 鱼 发 病 
Bj, NORUNT. We Wn 80.659 NUL AS EERCRRUILIO :浓度 ， 勾 浆 ， 以 每 分 钟 3000 转 束 
度 离心 30 分 钟 制 成 病原 巧 被 ， 再 用 0.15 被 米 礼 径 渡 腊 过 滤 后 对 健康 青鱼 作 腹腔 注射 。 以 
此 方法 ， 反 复 在 鱼 体 中 传 3 一 4 代 。 每 次 各 用 5 一 11 尾 鱼 供 作 试验 和 对 照 。 

7. 晴 组 织 病 理 检查 。 光 镜 观察 正常 僵 和 上 患 出 血 病 鱼 各 5 尾 的 肾脏 按 常 规 操作 ， 
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Bouin’ s at, TiEDELHR. DIFF RIE 5 一 7 BOK. HE, 染色 。 
电镜 观察 的 3 尾 正常 鱼 和 经 人 工 感染 后 患 出 血 寅 的 5 RK ER M 
成 二 醛 预 国定 ， 再 用 钱 酸 固定 ，Epon 812 包 埋 ， 常 规 超 小 切片 ， 染 色 观 察 。 
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1,. 病 原 黔 液 对 鱼 体感 染 试验 ”不 论 是 加 抗生素 杀菌 或 通过 微 孔 滤 膜 (0.3、0.22 及 
0.15 微 米 孔 径 ) 除 历 的 组 织 悬 液 均 能 使 健康 鱼 感染 发 病 ， 其 显 症 率 可 达 100 时 ,死亡 率 则 
62.5—1009,, £&EEBEAUNEXEHE C10 - :浓度 ) 不论 是 注射 或 浸泡 感染 ,同样 能 使 健康 鱼 感 
染发 病 。 

鱼 一 ” 届 在 感染 后 的 第 4 天 ， 鳍 的 末端 开 始 变 黑 ， 不 集群 ， 分 散 独 游 ， 常 滩 游 于 水 面 
AUR, AGL, MEAS, HOES MRR eH, RN a eae 
i. Mu. OR, AB. MSS ROGER. BEAARRARGR, LHAEM EMRE, 
鲜 未 端 伴随 坏死 现象 。 此 外 ， 有 肛门、 肌肉、 皮下 也 会 出 现 整 片 或 点 状 出 血 班 ， 肠 道 全 部 
或 局 部 时 有 充血 现象 〈 但 肠 壁 仍 保持 原 有 的 韧性 ) ， 而 且 肝 于 、 肠 系 膜 也 出 现 块 状 或 点 
状 血 班 。 以 上 症状 并 非 在 一 尾 鱼 上 同时 发 生 。 人 工 感染 的 病 鱼 症状 与 天 然 发 病 鱼 的 证 状 
频 为 相似 。 

感染 试验 中 ， 有 的 鱼 体 虽 有 充血 现象 和 鳍 条 发 黑 ， 边 缘 有 坏死 脱落 现象 并 伴 有 “ 浮 
X" ， 但 不 死亡 。 这 种 鱼 经 10 一 11 天 后 体 色 逐 渐 恢 复 正 常 ， 表 现在 所 坏死 部 分 也 逐渐 长 
好 ， 鱼 又 开始 正常 摄食 。 因 此 ， 人 工 感染 后 的 病 鱼 死亡 率 并 非 都 是 百 分 之 一 百 。 | 

一 般 而 言 ， 经 病原 悬 波 注 射 感染 的 鱼 潜伏 期 比 浸泡 感染 的 缩短 2 天 左右 ( 见 表 1 )。 

2 ,病原 是 液 在 鱼 体 内 传代 试验 ” 除 菌 的 滤 过 波 在 鱼 体内 传 3 一 4 代 ， 其 显 症 率 仍 
较 高 《90 一 100%) 《〈 见 表 1) ， 说 明 病 毒 能 在 鱼 体 内 繁殖 。 病 鱼 的 症状 如 前 所 述 。 

3. 部 分 检查 正常 与 息 出 血 病 青鱼 的 肾脏 

(1) 正常 鱼 的 肾脏 

SAWS RAW SM, B; CRED . MES BREAN CR, GM, 1983) 较为 
相 亿 ， 埋 藏 在 含有 很 发 达 的 肾 胜 造血 组 织 细胞 间 质 之 中 的 肾 小 体 〈 包 括 肾 小 球 和 E 水 
30 、 肾 小 管 和 集合 管 以 松散 盘 绕 的 曲 状 管道 分 布 。 紧 接 肾 小 体 的 肾 小 管 可 分 为 弄 段 。， 
近 球 段 〈 管 膝 内 游离 绷 有 而 状 缘 )》、 间 段 及 远 球 眉 。 肾 小 管 由 单 层 上 皮 细 胞 组 成 ,细胞 
Hep, GHG, REPRE SHE -MEREH. ABRAM, LPA 
胞 的 基部 、 亚 中 部 和 中 部 。 ioe 

(2) 患 出 血 病 青 鱼 的 肾脏 

光 镜 观察 ， 整 个 肾脏 组 织 细胞 较 模糊 ， 肾 小 球 已 变形 ， 细 胞 陪 大 ， 肾 小 管 在 不 同 程 
度 上 表现 出 病变 ， 如 管 腔 破 坏 ， 细 胞 排列 不 规则 ， 极 度 肿 大 的 上 皮 细 胞 呈 圆 或 柄 贺 形 ， 
核 获 编 或 坏死 ， 分 布 在 细胞 的 一 端 ， 管 腔 上 皮 细 胞 出 现 空 泡 ， 管 腔 内 的 微 绒毛 坏死 而 无 
规则 排列 等 。 上 述 现象 ， 在 病 鱼 中 均 不 同 程度 地 出 现 。 详 见 图 1— 10. 

电镜 观察 ， 细 胞 较 模 糊 ， 管 腔 内 有 异物 ， 细 胞 内 线粒体 空 泡 化 ， 同 时 造血 组 织 细胞 
质 中 的 包涵 体内 可 见 比较 集中 或 分 散 的 病毒 颗粒 ， 颗 粒 呈 球形 (直径 为 50 一 56 毫 微米 )， 
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表 1 病原 枝 液 对 青鱼 种 感染 及 在 鱼 种 体内 传代 试验 (7K 1128 % ) 
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蜂 粒 中 央 有 一 电子 密度 较 高 的 核心 《直径 为 25 一 30 毫 微米 ) ， 在 核心 周围 有 一 层 约 16 毫 
微米 的 外 膜 (图 9 一 10)。 上 述 情况 ， 在 驱 察 的 5 尾 病 鱼 中 均 能 见 到 。 

ASM 。 ”从 1981 一 1983 年 先后 在 松江 、 金 山 和 青浦 县 共 7 个 点 进行 室外 生产 
性 免疫 试验 〈 试 验 面积 达 101,26 亩 ， 不 包括 对 照 池 面积 ， 免 疫 注射 鱼 共 28514 RO. ， 成 
活 率 一 般 可 达 60 一 90 中 ， 有 的 达 96.5% 《〈 扒 江 县 张 泽 公社 姚 王 大 队 养 殖 场 )》 和 98.98% 
(青浦 县 西 崔 公社 养殖 场 )》 ( 见 表 2) 。 
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i 论 


根据 国外 文献 报道 ， 分 离 鱼 类 病毒 时 制备 的 组 织 其 液 一 般 是 经 过 0.45 微 米 和 孔径 的 微 
孔 滤 膜 过 滤 ， 也 有 用 0.22 微 米 孔 径 的 滤 膜 过 滤 的 《mend，1973)。 本 工作 是 采用 0,3， 
0.2 和 0.15 微 米 三 种 孔径 的 微 孔 滤 腊 过滤 的 。 上 述 三 种 滤液 都 能 使 健康 青鱼 感染 发 病 , 病 
原 能 在 鱼 体 中 传 3 一 4 代 , 显 症 率 仍 很 高 , 这 就 表明 病原 能 在 色 体 内 繁殖 。 另 外 ， 从 被 检 
查 的 五 例 病 鱼 的 肾脏 组 织 中 都 能 找到 病毒 颗粒 ， 而 三 便 对 照 鱼 的 肾脏 中 则 没有 发 现 。 工 
作 中 曾 将 0.22 微 米 孔 径 微 孔 滤 膜 的 滤 流 经 每 分 钟 4 万 转速 度 离 心 2 小 时 后 取 其 沉淀 ， 这 
时 不 但 在 电 锁 下 可 看 到 病毒 颗粒 ， 而 且 将 其 涡 淀 再 感染 健 碌 青鱼 时 , 鱼 又 能 发 病 , RA 
肾脏 超 落 切 片 后 ， 在 电镜 下 仍 可 见 到 病毒 颗粒 。 因 此 ， 证 明 青 鱼 出 血 病 是 由 一 种 病毒 所 
引起 的 疾病 。 这 种 直径 为 50 一 56 毫 微米 的 病毒 颗粒 ， 目 前 对 它 的 性 质 了 解 得 还 不 多 。 但 ， 
可 以 这 样 认为 ， 青 鱼 的 病毒 颗粒 仅 在 肾脏 造血 组 织 细胞 质 中 的 包涵 体内 发 现 ， 这 与 
Plumb (1974) 只 在 脾脏 细胞 中 的 细胞 核 内 发 现 CCY CAE RE, KO aE 
Channel catfish virus) MSA BEAR [i], THAME buf ZH. Ri, 青鱼 出 血 
病 的 症状 与 CCV、 病 毒性 出 血 腐 败 病 VFIS9 (Viral hemorrhagic septicemia) BMRA 
分 离 出 一 种 弹 状 病毒 病 〈 Rhabdovirus grass carp ) 所 引起 鱼 致 病 后 的 症状 比较 相似 ， 
但 病原 却 有 所 不 同 ( 中 国 科学 院 水 生生 物 研 究 所 三 室 病毒 组 .武汉 大 学 病毒 研究 所 电镜 
"E. 1980, WES, Apk, 1983, Ahne, 1975, Wolf 和 Mann,1980 ) 。 尽 管 青鱼 
出 是 病 与 草鱼 出 盘 病 症 有 相似 之 处 ， 但 它们 之 间 有 和 何 异同 ， 则 有 等 于 进一步 研究 。 

在 青鱼 生产 性 试验 中 ， 各 试验 点 的 青鱼 种 成 活 率 有 所 不 同 ， 有 的 成 活 率 很 高 ， 有 的 
不 太 柄 ， 这 与 饲养 管理 条 件 的 好 坏 和 鱼 种 健康 程度 存在 个 体 差 异 等 种 种 原因 有 关 。 饲 养 
管理 条 件 不 当 ， 常 可 引起 其 它 疾病 使 鱼 致死 ， 进 而 影响 成 活 率 。 

作为 青鱼 的 肾脏 ， 它 是 重要 的 排泄 器 官 ， 各 个 部 位 的 细胞 相互 协调 一 致 ， 达 到 维持 
鱼 体 的 正常 代谢 。 另 方面 ， 青 鱼 的 肾脏 也 是 病毒 攻击 的 重要 靶 器 官 。 从 光 镜 及 电镜 观察 
崩 鱼 患 出 血 病 的 肾脏 所 出 现 的 各 种 病变 ， 就 是 一 个 最 好 的 证 明 。 肾 小 管 中 的 近 球 段 管 腔 
WA. HASRA RH RYO (SEGUE CORR. BB, 1983) ZH E RU AR, 
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线粒体 ，. 它 是 细胞 质 中 的 重要 细胞 器 ， 能 量 转换 的 中 心 ， 即 网 胞 的 动力 站 。 一 旦 动力 站 
受 损 或 破 雨 《如 线粒体 出 现 空 泡 ) ， 势 必 直 接 或 间接 地 严重 影响 肾脏 前 正常 生理 机 能 ， 
进而 危及 整个 机 体 ， 最 后 导致 青鱼 死亡 。 

发 现 鱼 类 病毒 病 后 ， 必 须 进 行 防 治 。 据 知 ， 国 外 对 鱼 类 病毒 病 的 防治 较 困 难 ， 即 使 
找到 有 效 药物 ， 昂 贵 的 价格 也 难以 用 于 生产 。 跑 着 病毒 病 研 究 的 进展 ， 对 鱼 类 病毒 业 的 
控制 和 采取 免疫 途径 早已 引起 一 些 鱼 类 病毒 学 家 (Amend，1976; Gould, 1978) XE, 
1976 年 ，Fryer 等 培育 出 IHNV 减 毒 株 ， 并 在 室内 进行 浸泡 免疫 试验 ， 结 上 果 表 明 免 疫 
的 鱼 在 攻击 后 成 活 率 可 达 72 一 86 吕 ， 而 对 照 组 只 有 6 %。 上 有 目前， 国外 鱼 类 病毒 病 的 防 
治 ， 大 都 是 当 发 现 鱼 有 病 时 则 及 时 进行 全 部 消 席 或 彻底 消毒 。 虽 然 疫 苗 〈 灭 活 和 减 毒 ) 
在 室内 曾 进 行 了 许多 试验 ， 可 情 至 今 仍 未 在 生产 上 应 用 。 本 工作 过 程 中 曾 对 青鱼 种 采用 
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免疫 注射， 初步 取得 了 60-_90% CAH 2598.98*0) 的 成 活 率 。 这 就 帮 明 ， 为 OH WA 
由 血 痢 的 发 生 而 进行 的 人 工 免 疫 注射 方法 是 目前 生产 上 行 之 有 效 的 方法 。 
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VIRAL HEMORRHAGIC DISEASE OF BLACK CARP 
(MY LOPH ARY NGODON PICEUS) 


Zhai Ziyu Ko Hongwen Yu Haexiang Gu Zhennan 
Li Xiuzhen Cao Shugin 
(Shanghai Fisheries Research Institute) 


Gong Mingyao 
(Shanghai Fisheries Extension Station} 


The black carp is one of the commercially important freshwater farming 
fish in China, Among diseases, the most serious damage to the 2-year finger- 
lings of black carp is the hemorrhagic discasc, This disease has been cpidemic 
mainly in Jiangsu, Zhejiang provinces and the surburb of Shanghai.The inciden- 
cc of this disease becomes serious when the water temperature is 28'—33"C. 
Usually, the survival rate of fingerlings of black carp is about 20%, We have 
carried out research work on this disease since 1980, 

The symptoms are dark in color onbody and fins, some various degree of 
hemorrhage on body surface and on different interior organs, The clinical signs of 
artificial infection is similar to the natural diseased fish, Pathologic examination 
of kidney tissue shows different degrees of destruction, in which virus parti- 
cles are obviously observed, concentrating or dispersing in haemapoietic cyto- 
plasm, The virus particle is spherical, Its diameter is ranging from 50 一 -56nm 。 
The thickness of an outer coat is about 160m, 

The experimental immunization practised for three ycars reveals that the 
survival rate is remarkably raised to 60-~—90%. The effect is quite stable 


(Table 2), 


Key words Black carp Hemorrhagic disease viral 


Zhai Ziyu et al. ; Viral Hemorrhagic Disease of Black Carp (Mylopharyngodon Piceus) 





图 版 I [3s afin d h WM CLA y 
Bi PAB ge panpa aial, surge 2 AP, ways HIB K D 
图 2 Biz > Ke HOH FE ay X 。 X /0o0 
83.9 Pate Remp Rae , wpa rael gb AD dL XO X ivoe 
do ELASGIDGURME, TORRE, x 440 
(Ré Eg |K a geo, Y 5 ph] ，* ioeo 
图 7 SEGA ae. n tee 
HS BAL WHR RARE. x 1340 


